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[摘要] 目的 分析 TNF-α 对成骨细胞程序性坏死的影响并分析其机制。 方法 分离并常规培养小鼠乳鼠成骨细
胞，采用 TNF-α干预诱导细胞程序性坏死，Nec-1干预抑制细胞坏死。并采用正常培养的成骨细胞为正常对照组。
MTT 法检测细胞增殖情况；Tunel 和 Caspase 3 双染法检测细胞的程序性坏死情况；Western blot 检测细胞 RIP1、
RIP3、MLKL 蛋白表达水平。 结果 与正常对照组比较，TNF-α 组增殖活性降低，程序性坏死数量增加 （P ＜
0.05）；与 TNF-α组比较，TNF-α+Nec-1组增殖活性显著增加，程序性坏死数量降低（P ＜ 0.05）；随着时间延长，各
组之间的差异更加显著（P ＜ 0.05）。 与正常对照组比较，TNF-α组 RIP3、MLKL蛋白表达降低（P ＜ 0.05）；TNF-α+
Nec-1 组 RIP3、MLKL 蛋白表达高于 TNF-α 组（P ＜ 0.05）。 结论 TNF-α 能够抑制成骨细胞增殖，促进细胞发生
程序性坏死，这可能是通过降低成骨细胞的 RIP3、MLKL蛋白表达来完成的。
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[Abstract] Objective To explore the effect and its related mechanism of TNF -α on programmed necrosis of os-
teoblasts. Methods Mice osteoblasts were isolated and cultured from suckling mice, and TNF-α was used to induce
programmednecrosis of osteoblasts, Nec-1 was used to inhibit cell necrosis. Normal cultured osteoblasts were used as
normal control group, and MTT assay was used to detect the cell proliferation. Tunel and Caspase 3 double staining was
used to detect the programmed necrosis of osteoblasts. The expression of RIP1, RIP3 and MLKL were detected by
Western blot. Results Compared with the normal control group, the proliferation activity of TNF-α group was decreased
and the number of programmed necrosis was increased (P < 0.05). After the Nec-1 treatment, the proliferative activity
was significantly increased compared with TNF-α group, and the number of programmed necrosis was decreased (P <
0.05). As time went on, the differences between the groups became more pronounced (P < 0.05). Compared with the
normal control group, expression of RIP3 and MLKL protein in TNF -α group was significantly lower than that in
normal control (P < 0.05). After the Nec-1 treatment, the expression of RIP3 and MLKL protein had significantly
differences compared with TNF -α group (P < 0.05). Conclusion TNF -α can inhibit osteoblast proliferation and
promote programmed necrosis of osteoblasts, which may be accomplished by reducing the expression of RIP3 and
MLKL proteins in osteoblasts.
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于 37℃，含 5% CO2培养箱内进行培养。 48 h换液，弃
去悬浮的死细胞，每隔 2 d换液。 通过细胞形态，骨钙
化结节染色和碱性磷酸酶细胞化学染色三方面对成
骨细胞进行鉴定。
1.4.2 细胞培养 采用含有 10%新生牛血清的 DMEM
培养基，置于 5% CO2、37℃饱和湿度培养箱中培养。将
培养的细胞用 0.25%的胰酶消化，以 105个/L 接种于
24 孔板，待细胞长至 70%~80%融合状态时，用不含
血清的培养液饥饿培养 24 h。 待原代细胞长满瓶壁
后，弃去原培养液，加入 0.25%胰酶溶液 3~5 min 至
细胞收缩变圆，加入适量培养液并用弯吸管吹打细胞，
使之脱落并分散成单细胞悬液。
1.4.3 实验处理及分组 将处于对数生长期的第 3 代
成骨细胞以 1×104个/mL 均匀接种于 6 孔培养板，每
孔 2 mL，置于 37℃、5% CO2培养箱培养。TNF-α溶于
灭菌的 PBS溶液中， 配制成 TNF-α 存储液， 混匀分
装，-80℃保存。 正常对照组细胞正常培养，TNF-α 组
细胞给予 10 μmol/L的 TNF-α 干预，培养 4~6 h 后换
液，48 h 后处理细胞。 TNF-α+Nec-1 组细胞除采用
TNF-α 进行干预外，给予程序性坏死和凋亡抑制剂
Nec-1 干预培养的成骨细胞，继续培养 48 h。




加入 MTT 溶液 20 μL（5 mg/mL），孵育 4 h，终止培
养，每孔加 150 μL 二甲基亚砜，振荡 10 min，在酶联
免疫检测仪 570 nm 处测量各孔的吸光度（A 值）。 以
A为纵坐标，以时间（h）为横坐标，绘制生长曲线。
1.4.4 Caspase3 和 Tunel 双染法检测组成骨细胞
的程序性坏死情况 成骨细胞铺板，给予相应的药物
治疗后，PBS 洗 3 遍，然后采用福尔马林固定 10 min，
之后采用山羊血清封闭 20 min后，孵育 Caspase 3一抗
（1∶100）4℃过夜，第 2天恢复到室温后，再放置 30 min，
PBS 冲洗后，孵育 FITC 标记的绿色荧光二抗，洗涤后
进行常规 Tunel染色，按试剂盒说明书进行。 采用 3%
过氧化氢甲醇中浸洗 10 min，用 0.2% Triton孵育 5 min
后，用 PBS 洗 2 次，切片组织上每块组织滴加 50 μL
的 Tunel反应液，37℃避光孵育 1 h，PBS洗 3 次后，在
荧光显微镜下拍照。 Caspase 3 阴性 Tunel 阳性的细
胞为坏死细胞。随机选取 10个视野，计算坏死细胞百
分比。
1.4.5 Western blot 检测成骨细胞 RIP1、RIP3、
MLKL 蛋白表达的变化 加 0.1 mg/mL PMSF、抑肽
酶和磷酸转移酶抑制剂裂解细胞，加 0℃ RIPA 裂解
液 50 μL，用细胞刮仔细刮取蛋白 ，4℃环境下以
12 000 r/m离心 30 min，吸取上清，分装后置于-80℃
超低温冰箱冻存。取提取的细胞蛋白质样品加入等体
积的 2 倍上样缓冲液，100℃煮沸 5 min，在 5%积层胶
和10% SDS-PAGE 凝胶上进行电泳分离待测蛋白。
10 V 半干式电转膜至 PVDF膜上，根据分子量 Marker
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下摇床孵育 1 h，TBST洗涤后， 采用 ECL法进行化学
发光，然后用 Alphalmager TM 2200 进行图像分析，结
果以各目的蛋白与 β-actin的灰度比值表示。
1.5 统计学方法
采用 SPSS 19.0 统计学软件进行数据分析，计量
资料数据用均数±标准差（x±s）表示，重复测量资料




处理 24 h 后，TNF-α 组细胞增殖能力均低于正
常对照组（P < 0.05），TNF-α+Nec-1 组细胞增殖能力
高于 TNF-α组（P < 0.05）。 处理 48 h后，各组细胞增
殖趋势没有变化，但各组间差异进一步放大（P < 0.05）。
见图 1。
与正常对照组比较，*P < 0.05，与 TNF-α 组比较，#P < 0.05
图 1 成骨细胞的增殖活性变化（n=10）
2.2 Tunel和 Caspase 3 双染法检测成骨细胞的程序性
坏死情况
TNF-α 组细胞程序性坏死数量高于正常对照组
（P ＜ 0.05）；TNF-α+Nec-1 组成骨细胞程序性坏死数
量低于 TNF-α组（P ＜ 0.05）。 见表 1。
表 2 成骨细胞程序性坏死情况（n=10）
注：与正常对照组比较，*P < 0.05，与 TNF-α 组比较，#P < 0.05
2.3 成骨细胞 RIP1、RIP3、MLKL蛋白的表达
在处理 12 h和 24 h时，与正常对照组比较，TNF-
α组成骨细胞 RIP1表达差异无统计学意义（P > 0.05），
而 RIP3、MLKL 蛋白表达降低（P ＜ 0.05）；与 TNF-α
组比较，TNF-α+Nec-1 组成骨细胞 RIP1 表达差异无
统计学意义（P > 0.05），RIP3、MLKL 蛋白表达明显上
调（P ＜ 0.05）。到 48 h时，TNF-α组 RIP1表达明显低
于正常对照组，TNF-α+Nec-1组成骨细胞 RIP1表达高
于 TNF-α组，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。 见图 2。
A：12 h；B：24 h；C：48 h；与正常对照组比较；*P < 0.05；与 TNF-α 组
比较，#P < 0.05；RIP1：受体相互作用蛋白 1；RIP3：受体相互作用蛋白
3；MLKL：混合谱系激酶结构区域样蛋白
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剂 Nec-1 阻断，Nec-1 是最早鉴定的坏死抑制剂，可
特异性抑制 RIP1 的激酶活性 [10-11]。 提示 TNF-α 能够
抑制成骨细胞的增殖活性，细胞程序性和凋亡抑制剂













中 TNF-α 导致的氧化应激损伤有 RIP3 依赖的肝细
胞程序性坏死发生 [16]。 本研究结果提示，TNF-α 能够
促进成骨细胞的发生程序性细胞坏死，Nec-1 能够抑
制成骨细胞的程序性坏死发生。 为了研究 TNF-α 对
成骨细胞程序性细胞死亡的影响机制，本研究最后检
测成骨细胞 RIP1、RIP3、MLKL蛋白的表达，相同时间
段比较，在 12 h和 24 h各组成骨细胞 RIP1表达无明
显改变 ；TNF-α 组 RIP3、MLKL 蛋白表达正常对照
组 ，TNF -α +Nec -1 组 RIP3、MLKL 蛋白表达高于
TNF-α 组。 既往研究指出，程序性细胞坏死主要由
TNFR 家族以及 Toll 样受体家族启动，并通过和受体
蛋白相互作用的两个蛋白激酶 RIP1 和 RIP3 传递死








RIP3 和 MLKL 的表达水平足够高时 ，RIP3 和 RIP1
会通过它们各自的 RHIM 结构域相互结合，活化的
RIP3 募集 MLKL，激活坏死途径[20]。 本研究结果表明，
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